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Zusammenfassung 
Die integralen Vesikelmembranproteine Synaptophysin und Synaptobrevin interagieren in 
adulten Neuronen. Zusätzlich bildet Synaptobrevin mit den Plasmamembranproteinen Synta-
xin und synaptosome-associated protein 25kDa (SNAP25) den SNAP-Rezeptor (SNARE)-
Proteinkomplex, der Voraussetzung für die Fusion zwischen synaptischen Vesikeln und prä-
synaptischer Membran ist. Mit Synaptophysin interagierendes Synaptobrevin bindet jedoch 
nicht an den SNARE-Proteinen. Es wird daher vermutet, dass der Synaptophy-
sin/Synaptobrevin-Komplex eine Art Reservepool für Synaptobrevin bei erhöhter neuronaler 
Aktivität darstellt und die Verfügbarkeit von Synaptobrevin während der Exozytose reguliert. 
Mit verschiedenen Ansätzen wurde versucht, den auf dem Vesikel befindlichen Komplex ge-
nauer zu charakterisieren und in seiner Funktion näher zu beschreiben. 
Nach Stimulation mit exozytosevermittelnden Substanzen dissoziierte der Synaptophysin/ 
Synaptobrevin-Komplex, sowohl unter nativen Bedingungen als auch bei Blockierung des 
finalen Fusionsereignisses. Dieser Prozess war calciumabhängig, konnte jedoch nicht durch 
die direkte Wirkung von Calcium ausgelöst werden. Die Untersuchung des Komplexes mit 
Hilfe von clostridialen Neurotoxinen zeigte, dass Synaptobrevin bevorzugt in Bindung an Sy-
naptophysin und als Dimer gespalten wurde. Die Spaltung des SNARE-Proteins SNAP25 
hatte keinen Einfluss auf die Komplexbildung. Die Verringerung des Cholesterolgehaltes der 
Membran führte zur Abnahme der Interaktion von Synaptophysin und Synaptobrevin, umge-
kehrt zeigte sich ein Anstieg bei zusätzlicher Cholesterolapplikation. In weiteren Experimen-
ten konnte der C-terminale Teil des Synaptobrevins als für die Bindung zu Synaptophysin 
entscheidende Abschnitt identifiziert werden. Weiterhin konnte die erfolgreiche Translokation 
von rekombinanten Konstrukten aus Botulinumtoxin D und einem angekoppelten funktions-
tüchtigen Protein ins Zytosol gezeigt werden. 
Synaptophysin besitzt in adulten Neuronen eine modulatorische Funktion auf die Bereitstel-
lung von Synaptobrevin während der Exozytose. Die Komplexbildung der beiden Proteine 
wird dynamisch geregelt und korreliert mit der neuronalen Reifung. 
Schlagwörter: 
Synaptophysin, Synaptobrevin, Synaptophysin-Synaptobrevin-Komplex, Syp/Syb-
Komplex, SNARE-Komplex, Exozytose, Vesikelfusion, neuronale Stimulation, clostri-
diale Neurotoxine, Botulinumtoxin, Cholesterol 
Abstract 
The vesicle associated membrane proteins synaptophysin and synaptobrevin interact in ma-
ture neurones. Additionally synaptobrevin forms a complex with the plasma membrane pro-
teins syntaxin and synaptosome-associated protein 25kDa (SNAP25), better known as the 
SNAP-Receptor (SNARE) complex, which is a prerequisite for fusion of the presynaptic and 
vesicle membranes. These two protein complexes however are mutually exclusive. It is as-
sumed that the synaptophysin/synaptobrevin complex resembles a reserve pool for synapto-
Seite 3 von 56 
  
brevin and regulates the availability of synaptobrevin for the fusion process in case of in-
creased synaptic activity. Different approaches where chosen to characterize this protein 
complex and to examine its function in more detail. 
After excessive stimulation the synaptophysin/synaptobrevin complex dissociates, even 
when the final fusion process is blocked. This step was dependent on the presence of cal-
cium, though it could not be triggered directly by calcium administration. When using clos-
tridial neurotoxins, synaptobrevin was preferentially cleaved in its homodimeric form and in 
the complex with synaptophysin. Cleavage of SNAP25 had no effect on the complex forma-
tion. Depletion of cholesterol content decreases the interaction of synaptophysin with synap-
tobrevin, while cholesterol treatment increases interaction. Further experiments indicated that 
synaptophysin binds to the the carboxy-terminal transmembrane part of synaptobrevin. Fur-
thermore it could be shown that proteins attached to botulinum toxin can be delivered to the 
cytosol of neuronal cells, being fully active. 
In mature neurons synaptophysin plays a modulatory role, facilitating the interaction of syn-
aptobrevin with its SNARE partners. The interaction of synaptophysin and synaptobrevin is 
dynamically controlled and correlates with synaptic maturation. 
Keywords: 
synaptophysin, synaptobrevin, synaptophysin-synaptobrevin complex, Syp/Syb com-
plex, SNARE complex, exocytosis, vesicle fusion, neuronal stimulation, clostridial neu-
rotoxins, botulinumtoxin, cholesterol 
Abkürzungen 
TeNt - Tetanustoxin; BoNT/X - Botulinumtoxin vom Serotyp X; scBoNT - single chain BoNT; 
HC - schwere Kette; LC - leichte Kette; DIV - days in vitro; IP - Immunpräzipitat; AK - Antikör-
per; AS - Aminosäuren; NSF - N-ethylmaleimide sensitive factor; SNAP25 - synaptosome-
associated protein 25kDa; SNAP - soluble NSF attachment protein; SNARE - SNAP Rezep-
tor Komplex; β-MCD - β-Methylcyclodextrin; SDS–PAGE - Sodiumdodecylsulfat Polyacryla-
mid Gelelektrophorese; GFP - green fluorescent protein; His-Tag - 6 Histidin Markierung; C - 
Carboxy-terminal; N - Amino-terminal; ATP - Adenosintriphosphat; mRNA - messenger ribo-
nucleic acid; IPTG - Isopropyl-β-D-Thiogalactopyranosid; Ni-NTA - Nickel Nitrilotriessigsäure 






1 Einleitung 6 
2 Methoden 8 
2.1 Proteingewinnung, Modellsysteme 8 
2.2 Toxine und Stimulantien 8 
2.3 Cholesterol 9 
2.4 Immunpräzipitation, Crosslinking, Bead-Versuch, Western Blot, Quantifizierung 9 
2.5 Antikörper 10 
3 Ergebnisse 10 
3.1 Verhalten vom Synaptophysin/Synaptobrevin-Komplex nach Stimulation 10 
3.2 Einfluss von Cholesterol auf den Komplex 11 
3.3 Interaktion von Synaptobrevin mit Synaptophysin 11 
3.4 Botulinumtoxin als Werkzeug 12 
4 Diskussion 12 
4.1 Literatur 16 
5 Veröffentlichungen 19 
6 Erklärung über den Anteil an den Publikationen 51 




Seite 5 von 56 
  
1 Einleitung 
Die calciumabhängige Exozytose von Vesikeln an der Synapse ist ein fundamentaler Pro-
zess in der neuronalen Signalübertragung. Damit der Neurotransmitter in den synaptischen 
Spalt freigesetzt werden kann, müssen Vesikel gebildet und mit dem jeweiligen Molekül ge-
füllt werden, dann zur präsynaptischen Membran sortiert werden und dort andocken. In ei-
nem Zwischenschritt, der Priming genannt wird, werden die Vesikel auf die Calcium-
abhängige Exozytose vorbereitet und fusionieren schließlich mit der präsynaptischen Memb-
ran. 
Die Membranfusion ist ein unspezifischer Prozess, d.h. sie kann durch verschiedene Ursa-
chen ausgelöst werden wie z.B. Druck, Elektroschocks oder Proteininteraktion. Es muss je-
doch immer Energie aufgewendet werden, weshalb die Fusion nicht spontan abläuft. Die 
gesteuerte Fusion von Membranen spielt nicht nur eine Rolle bei der synaptischen Übertra-
gung zwischen Neuronen und an der neuromuskulären Endplatte, sondern auch bei der 
Freisetzung von sekretorischen Vesikeln, intrazellulären Prozessen an Endosomen oder 
auch beim Eindringen behüllter Viren in eine Zelle. Die Proteine, die diesen Prozess steuern, 
scheinen evolutionär konserviert zu sein und finden sich in ähnlicher Art z.B. auch in Hefepil-
zen (Jahn und Sudhof, 1999). 
Ein Schlüsselereignis in der Interaktion zwischen präsynaptischer und Vesikel-Membran ist 
die Formation des so genannten SNAP-Rezeptor-Protein-Komplexes (SNARE-Komplex), der 
aus dem Vesikel Assoziierten Membran-Protein 2 (VAMP2, Synaptobrevin) und den Plas-
mamembranproteinen SNAP25 und Syntaxin besteht (Sollner et al., 1993). Über deren Ver-
drillung werden die gedockten Vesikel in Position für die Exozytose gebracht (Chapman et 
al., 1994). 
Den ersten Hinweis auf die Funktion der SNARE-Proteine gaben clostridiale Neurotoxine. 
Diese katalysieren abhängig vom Serotyp die spezifische Spaltung eines der drei SNARE-
Proteine und bringen damit die Exozytose komplett zum Erliegen (Ahnert-Hilger und Bigalke, 
1995). Die clostridialen Neurotoxine, zu denen neben den 7 Botulinumtoxinen auch das Te-
tanustoxin gehört, sind typische Zwei-Domänen Toxine. Die leichte Kette (light chain, LC) 
enthält die enzymatische Peptidase mit einem der SNARE-Proteine als spezifischem Sub-
strat. Die schwere Kette (heavy chain, HC) ist für die Aufnahme des Toxins in das Neuron 
entscheidend. Diese Toxine werden schon lange als Werkzeug für die Untersuchung des 
synaptischen Exozytoseapparates genutzt (Schiavo et al., 1994). Deshalb ist es von großem 
Interesse, die Funktion der Toxine detailliert zu eruieren, einerseits um damit den Prozess 
der Vesikelexozytose genauer untersuchen zu können, andererseits zur Evaluation der Ver-
wendbarkeit als spezifischen Transporter für zukünftige Pharmaka. 
Mit dem SNARE-Komplex interagieren verschiedene Proteine, von denen bisher nur wenige 
genau charakterisiert werden konnten. Diese Proteine modulieren die Funktion des Komple-
xes und beeinflussen unter anderem seine Entstehung, die gezielte Wirkung und seine Wie-
derauflösung. 
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Das mit dem 18kDa schweren SNARE-Protein Synaptobrevin interagierende Synaptophysin 
ist eines der häufigsten Vesikelproteine und weist mit seinen 38kDa und 4 Transmembran-
domänen starke antigene Eigenschaften auf. Synaptophysin wird deshalb bereits seit langem 
als vesikulärer Marker genutzt (Calakos und Scheller, 1994). Seine Funktion ist bisher aller-
dings nur wenig verstanden. 
Obwohl Deletionsmutanten darauf hinweisen, dass Synaptophysin für die Exozytose schein-
bar nicht essentiell ist (Eshkind und Leube, 1995), war nach Injektion von mRNA antisense 
Nukleotiden und Antikörpern gegen Synaptophysin die Transmitterexozytose eingeschränkt 
(Alder et al., 1992). Bei gestörter Synaptophysinexpression in neuronalen Zellkulturen ist die 
Fähigkeit Synapsen zu bilden unter kompetetiven Bedingungen verringert (Tarsa und Goda, 
2002). Es konnte auch gezeigt werden, dass Synaptophysinmultimere Ionenkanäle bilden 
können (Thomas et al., 1988) 
Darüber hinaus scheint Synaptophysin in Abhängigkeit von der Reife des Neurons die Ver-
fügbarkeit von Synaptobrevin zu modulieren (Edelmann et al., 1995) und eine Rolle bei der 
Endozytose und Wiederverwertung der synaptischen Vesikel zu spielen (Daly und Ziff, 2002). 
Als cholesterolbindendes Protein scheint es für die Biogenese und die hohe Membrankrüm-
mung der synaptischen Vesikel wichtig zu sein (Thiele et al., 2000). Synaptische Vesikel wei-
sen eine überdurchschnittliche Dichte an Cholesterol auf. Cholesterol ist dort aber nicht 
gleichmäßig verteilt, sondern in so genannten Clustern angehäuft. Die Formation von Protei-
nen in diesen Zonen ist offenbar für die Funktion des SNARE-Komplexes essentiell (Salaun 
et al., 2004). 
Synaptobrevin ist auf die Formation eines Komplexes beschränkt, es bindet entweder nur 
Synaptophysin oder im SNARE-Komplex. 
Die Interaktion von Synaptophysin mit Synaptobrevin findet sich ausschließlich in adulten 
Neuronen und konnte weder mit rekombinanten Proteinen noch in embryonalen oder neuro-
endokrinen Zellen dargestellt werden. Dies beruht offensichtlich auf einer posttranslationalen 
Modifikation von Synaptophysin, die über einen unbekannten zytosolischen Faktor induziert 
wird (Becher et al., 1999). 
Ziel der vorliegenden Arbeiten war es, die Abhängigkeit der Interaktion von Synaptophysin 
und Synaptobrevin von verschiedenen Faktoren in mehreren Modellen zu beschreiben und 
damit die physiologische Funktion des Komplexes zu evaluieren. 
Es interessierte dabei speziell, über welche Strukturen die beiden Proteine miteinander agie-
ren und inwiefern sich der Komplex von Stimulation bzw. Inhibition der Exozytose und vom 
Cholesterolgehalt der Plasmamembran abhängig zeigt. 
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2 Methoden 
2.1 Proteingewinnung, Modellsysteme 
Für die Untersuchungen konnten verschiedene Modellsysteme genutzt werden. Zellkulturen 
hippocampaler Neurone wurden aus Mäuseembryonen gewonnen und bis zu 14 Tage (days 
in vitro, DIV) kultiviert. Die Behandlung mit verschiedenen Zusätzen erfolgte über den im 
jeweiligen Experiment angegebenen Zeitraum. Die Reaktion wurde auf Eis gestoppt, die Zel-
len geerntet und in Puffer mit Proteinaseinhibitoren resuspendiert, homogenisiert, zentrifu-
giert und extrahiert. 
Physiologisch intakte synaptische Endigungen (Synaptosomen) und synaptische Vesikel 
wurden mittels Homogenisation und mehrerer Zentrifugationsschritte aus dem frischpräpa-
rierten Cortex adulter bzw. embryonaler Ratten gewonnen. 
Für einige Versuche wurde rekombinantes Synaptobrevin verwendet, das in E. coli vom 
Stamm M15 exprimiert wurde. Die Konstrukte mit Amino- (N-) bzw. Carboxy- (C-) terminalem 
6 Histidin (His)-Tag wurden in den pQE-28a bzw. pQE-30 Vektoren von Quiagen einkloniert 
und diese in E. coli transfiziert. Stellte sich während der Kultivierung unter photometrischer 
Messung die stationäre Phase ein, wurde den Kulturen Isopropyl-β-D-Thiogalactopyranosid 
(IPTG) zugefügt und diese nach weiterem Wachstum sedimentiert. Unter Zusatz von Protei-
naseinhibitoren wurde das Pellet in Lyse-Puffer resuspendiert, nach Inkubation mit Lysozym 
und DNase auf Eis mechanisch lysiert und anschließend mit Triton X-100 extrahiert. Die Iso-
lierung und Aufreinigung der His-getagten Proteine erfolgte über Bindung an Nickel- Nitri-
lotriessigsäure (Ni-NTA) Säulen und Elution mit Imidazol. Zum Entfernen des für die Versu-
che störenden Imidazol wurde das Eluat dialysiert. 
Die Proteinmenge wurde jeweils mittels BicinChoninic Acid (BCA)-Test ermittelt. 
2.2 Toxine und Stimulantien 
Um den Synaptophysin/Synaptobrevin-Komplex in seiner Funktion während der Exozytose 
genauer untersuchen zu können, wurden verschiedene Toxine und Stimulantien als Hilfsmit-
tel benutzt. 
Die verwendeten Stimulantien α-Latrotoxin und Ca2+-Ionophore A23187 lösen in vitro eine 
Exozytose aus. Während α-Latrotoxin über einen bisher noch nicht genau geklärten Mecha-
nismus konzentrationsabhängig und Ca2+-unabhänig zu einer massiven Exozytose der Neu-
rotransmitter führt, wirkt die Ca2+-Ionophore, welche den Transport von Ionen durch die Li-
pidmembran ermöglicht, schwächer und nur bei Vorhandensein von Calciumionen. 
Zur Exozytoseuntersuchung verwendeten wir die clostridialen Neurotoxine Tetanustoxin 
(TeNt) sowie Botulinumtoxin (BoNT) A, B und D. Die Toxine spalten je nach Typ spezifisch 
eines der SNARE-Proteine und unterbinden damit die Exozytose vollständig. In einzelnen 
Versuchen wurde nur die leichte Kette des TeNt verwendet. Das in den Versuchen verwende-
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te Botulinumtoxin A wirkt spezifisch auf SNAP25, während Tetanustoxin sowie Botulinumtoxin 
B und D die Spaltung von Synaptobrevin katalysieren. 
Rekombinant hergestellte Konstrukte, bestehend aus Botulinumtoxin vom Serotyp D 
(BoNT/D) und verschiedenen, an das N-terminale Ende gekoppelten „Cargo“-Proteinen (un-
ter anderen Green Fluorescent Protein, GFP) wurden in Kontinuität (als single chain, 
scBoNT) exprimiert. In vivo wird das Toxin zwischen der leichten und der schweren Kette 
proteolytisch gespalten („nicked“ BoNT), so dass diese nur noch durch eine Disulfidbrücke 
und nicht-kovalente Bindungen zusammenhängen. Die Spaltung konnte bei allen rekombi-
nanten Toxinen künstlich herbeigeführt werden, ohne dabei die fusionierten Proteine freizu-
setzen. 
Der Vergleich von BoNT/D und GFP-BoNT/D in genickter und ungenickter Form erfolgte in 
hippocampalen Neuronen in verschiedenen Konzentrationen nach 1 bis 6 DIV. Zur Blockade 
des natürlichen Aufnahmeweges wurde Bafilomycin A1 verwendet. 
2.3 Cholesterol 
Die Verminderung der Cholesterolkonzentration wurde unter Verwendung von Lovastatin in 
Neuronen sowie mit Filipin und β-Methylcyclodextrin (β-MCD) bei synaptischen Vesikeln er-
reicht. Alternativ wurden die Konzentration durch Zugabe von Cholesterol zu den Zellkulturen 
am 1. DIV (days in vitro) erhöht und die Neurone bis zum DIV 5 bzw. 11 kultiviert. 
2.4 Immunpräzipitation, Crosslinking, Bead-Versuch, Western 
Blot, Quantifizierung 
Die Immunpräzipitation erfolgte durch Inkubation von Triton X-100 Extrakt mit monoklonalem 
Antikörper und anschließender Separierung über G-Sepharose. Das über Zentrifugation ge-
wonnene Pellet wurde gewaschen. Danach wurden Pellet und Überstand in Probenpuffer 
resuspendiert und getrennt ausgewertet. 
Zum Crosslinking der synaptischen Proteine verwendeten wir Disuccinimidylsuberat (DSS). 
Rekombinantes Synaptobrevin mit N- bzw. C-terminalem His-Tag wurde an Ni-NTA Säulen 
fixiert und wahlweise mit der isolierten leichten Kette des Tetanustoxins (TeNt-LC) gespalten. 
Nicht gebundene Proteine und Fragmente wurden durch Waschen entfernt. Die Säulen wur-
den daraufhin mit dem Extrakt vesikulärer Membranen (lösliche Proteine) inkubiert und nach 
mehreren Waschschritten eluiert. Die gebundenen Proteine wurden über das Westernblot 
Verfahren dargestellt. 
Die molekulargewichtabhängige Auftrennung der Proteine erfolgte über SodiumDodecylSul-
fat-PolyAcrylamidGelElektrophorese (SDS-Page) mit Trenngelen zwischen 10% und 15%. 
Die Proteine wurden im SemiDry Blot-Verfahren auf Nitrocellulose transferiert und über Im-
mundetektion mit Enhanced Chemiluminiscence (ECL) ausgewertet. ECL-Filme wurden ein-
gescannt und die Proteinbanden mit Scan Pack 3.0 densitometrisch quantifiziert. Die statisti-
sche Auswertung erfolgte über den Stundent’s T-Test. 
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2.5 Antikörper 
Zur Analyse der Immunoblots und für die Immunpräzipitation wurden monoklonale Antikörper 
gegen Synaptobrevin 2 (Klon 69.1), Synaptophysin (Klon 7.2), Syntaxin1a/b (Klon HPC-1), 
SNAP25 (Klon 71.1) sowie durch BoNT/A gespaltenes SNAP25 (Klon p1-16) verwendet. 
Polyklonale Antikörper wurden zur Darstellung von Synaptophysin (Klon G96) und Synap-
tobrevin (Klon 106.5) genutzt. Als sekundäre Antikörper kamen mit Meerrettich-Peroxidase 
gekoppelte Pferd anti-Maus und Ziege anti-Hase Seren zum Einsatz. 
Synaptobrevin 2/VAMP 2 ist die am meisten vorkommende der 3 Isoformen, und wird im Fol-
genden nur noch als Synaptobrevin bezeichnet. 
3 Ergebnisse 
3.1 Verhalten vom Synaptophysin/Synaptobrevin-Komplex nach 
Stimulation 
Aus eigenen Untersuchungen an hippocampalen Neuronen ergab sich, dass deren kurzzeiti-
ge Stimulation mit α-Latrotoxin zu einer zeit- und konzentrationsabhängigen Abnahme der 
Interaktion zwischen Synaptophysin und Synaptobrevin führte. Die Interaktion von SNAP25 
mit Synaptobrevin bzw. Syntaxin nahm hierbei allerdings nur geringgradig zu. Auch die Sti-
mulation mit Ca2+-Ionophore bewirkte eine Dissoziation des Komplexes, die jedoch unter 
Entzug von Calcium ausbleibt. Wurde vor der Stimulation mit α-Latrotoxin und Ca2+-
Ionophore die Vesikelexozytose durch Behandlung der Neurone mit Botulinumtoxin A 
(BoNT/A) blockiert, kam es ebenfalls zu einer Reduktion des Synaptophysin/Synaptobrevin-
Komplexes. Die alleinige Behandlung mit BoNT/A hatte jedoch auch nach mehrtägiger Inku-
bation keinen Einfluss auf die Synaptophysin/Synaptobrevin-Komplexbildung. Diese Ergeb-
nisse zeigen erstmalig, dass die durch Exozytosestimuli ausgelöste Dissoziation des Kom-
plexes der finalen Membranfusion voraus geht und von ihr unabhängig ist. 
Der Funktionsnachweis von BoNT/A ergab sich einerseits aus dem sichtbaren Shift der 
SNAP25-Bande in der Elektrophorese und gelang andererseits durch die Darstellung von 
gespaltenem SNAP25 mit Hilfe des speziellen Antikörpers p1-16. Dieser monoklonale Anti-
körper erkennt eine Proteinsequenz am Ende von SNAP25, die durch die Spaltung freigelegt 
wird. Darüber hinaus konnte in eigenen Experimenten mit diesem Antikörper demonstriert 
werden, dass gespaltenes SNAP25 über die Immunpräzipitation mit Antikörpern gegen Sy-
naptobrevin extrahiert werden kann. 
Unsere Arbeitsgruppe konnte in Versuchen mit Synaptosomen zwar die Labilität des Synap-
tophysin/Synaptobrevin-Komplexes durch die reversible Dissoziation nach Behandlung mit 
hoch konzentrierter NaCl-Lösung bzw. mit β-Mercaptoethanol zeigen, konnte jedoch keine 
direkte Wirkung von ionischem Calcium auf den Komplex feststellen. 
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3.2 Einfluss von Cholesterol auf den Komplex 
Ein weiteres Ergebnis der durchgeführten Versuche ist der Nachweis, dass die Interaktion 
von Synaptophysin und Synaptobrevin vom Cholesterolgehalt der Vesikelmembran abhängt. 
Nach Cholesteroldepletion sowohl mit Filipin bzw. β-MCD in Synaptosomen als auch unter 
Lovastatinbehandlung in neuronalen Zellkulturen konnte über Immunpräzipitation eine ein-
deutige Abnahme des Synaptophysin/Synaptobrevin-Komplexes festgestellt werden. Die 
Interaktion von Synaptobrevin und SNAP25 blieb in diesen Ansätzen nahezu unverändert. 
Wurde dagegen Cholesterol den im Wachstum befindlichen hippocampalen Neuronen zuge-
setzt, steigerte dies nach mehrtägiger Behandlung die Interaktion von Synaptophysin und 
Synaptobrevin im Vergleich zu unbehandelten Zellkulturen signifikant. 
Die Cholesterolabhängigkeit der Komplexbildung konnte von unserer Arbeitsgruppe auch im 
Tiermodell bestätigt werden. Ebenso konnte die unterschiedliche Extrahierbarkeit von Synap-
tophysin in Abhängigkeit vom Cholesterolgehalt der Membran gezeigt werden. Eine Analyse 
des Cholesterolgehaltes der Membranen von embryonischen synaptischen Vesikeln ergab 
einen 3-fach geringeren Cholesterolanteil im Vergleich zu adulten Vesikeln. 
Zusammenfassend belegen diese Experimente, die wichtige Rolle, die Cholesterol für die 
Ausbildung des Synaptophysin/Synaptobrevin Komplexes und die Reifung der synaptischen 
Vesikel spielt. 
3.3 Interaktion von Synaptobrevin mit Synaptophysin 
Synaptobrevin war nach mehrtägiger Inkubation einer Zellkultur hippocampaler Neurone mit 
Tetanustoxin (TeNt) erwartungsgemäß nicht mehr detektierbar. Sowohl die Expression von 
Synaptophysin als auch die Komplexbildung von SNAP25 und Syntaxin blieben hierbei je-
doch unverändert. Während beschrieben wurde, dass Synaptobrevin im SNARE-Komplex 
vor der enzymatischen Spaltung durch Tetanustoxin geschützt ist (Hayashi et al., 1994), 
konnte unsere Arbeitsgruppe nach Crosslinking und Inkubation von Synaptosomen mit TeNt 
zeigen, dass Synaptobrevin im Komplex mit Synaptophysin weiterhin durch TeNt angreifbar 
ist und in diesem im Vergleich zum Monomer sogar bevorzugt gespalten wird. 
Dieser Aspekt erwies sich als geeignet um zu eruieren, ob nach der Spaltung eines der Sy-
naptobrevinfragmente in Bindung an Synaptophysin nachweisbar ist. Um dies zu analysieren 
wurden Synaptosomen nach dem Crosslinking mit TeNt oder BoNT/D behandelt. Dabei zeig-
te sich in der Elektrophorese ein neuer Komplex aus Synaptophysin und einem der beiden 
neu entstandenen Synaptobrevinfragmente. Über die unterschiedliche Laufzeit und Darstell-
barkeit mit verschiedenen Antikörpern konnte das C-terminale Fragment als das bindende 
identifiziert werden. 
Unter Verwendung von rekombinant hergestellten Synaptobrevin-Konstrukten mit N- bzw. C-
terminalem His-Tag konnte die Interaktion von Synaptobrevin mit den präsynaptischen Prote-
inen auch direkt überprüft werden. Beide Konstrukte hatten unveränderte Bindungseigen-
schaften zu den SNARE-Proteinen SNAP25 und Syntaxin als auch zu Synaptophysin. Über 
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den N-terminalen His-Tag fixiertes und mit Hilfe von TeNT gespaltenes Synaptobrevin hat 
nach Inkubation mit Extrakt aus adulten Synaptosomen SNAP25 und Syntaxin unverändert 
gebunden. Die Bindung von Synaptophysin nahm durch die Spaltung hingegen ab. Demge-
genüber wies das Konstrukt mit dem C-terminalen Tag nach der Spaltung eine verminderte 
Bindung der SNARE-Proteine auf. Die Bindung von Synaptophysin war im Vergleich zum 
nicht gespaltenen Synaptobrevin unvermindert. Damit konnte die Bindung von Synaptophy-
sin an Synaptobrevin über dessen C-Terminus bewiesen werden. 
3.4 Botulinumtoxin als Werkzeug 
Andere Experimente betrafen die Verwendung von Botulinumtoxin als Werkzeug für Unter-
suchungen der Vesikelexozytose. Als Ergebnis dieser Experimente ergab sich, dass ein an 
die leichte Kette von BoNT/D gehängtes Protein spezifisch in Neurone transloziert wird und 
dort seine enzymatische Aktivität entfalten kann. Die Fähigkeit der Konstrukte ins Zytosol zu 
translozieren hing dabei weniger von der Größe der angehängten Proteine, als vielmehr von 
der Stabilität ihrer Konformation ab. 
BoNT/D, an dessen leichte Kette das Protein GFP angehängt wurde, hat in eigenen Versu-
chen an hippocampalen Neuronen im Vergleich zu nativem BoNT/D eine geringere Toxizität. 
Wie sich in der zeitabhängigen Vergiftungsreihe zeigt, beruht dies eher auf einer verlangsam-
ten Translokation ins Zytosol als auf einer gestörten Funktion. Weiterhin konnte man beim 
Vergleich von rekombinantem scBoNT/D mit nativem, genicktem BoNT/D erkennen, dass 
allein die enzymatische Trennung der leichten von der schweren Kette (nicking) eine Zu-
nahme der Toxizität um ein Mehrfaches bewirkt. 
BoNT kann nur dann als spezifischer Transporter genutzt werden, wenn durch die Kopplung 
mit dem Cargo-Protein kein alternativer Aufnahmeweg möglich ist. In eigenen Experimenten 
konnte gezeigt werden, dass über die Blockade der vesikulären H+-ATPase durch Bafilomy-
cin A1 sowohl die Wirkung von BoNT/D als auch GFP-BoNT/D eindeutig verringert wurde. 
Dies gibt Anhalt dafür, dass die Verlagerung der katalytischen Domäne ins Zytosol durch 
saure Kompartimente erfolgt und dieser Pfad bei den Fusionsproteinen nicht verändert ist. 
4 Diskussion 
Die vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass der Synaptophysin/Synaptobrevin-Komplex in 
Abhängigkeit von der synaptischen Aktivität dynamisch reguliert wird. Verschiedenartige 
Kurzzeitstimulationen lösen über einen bisher nicht identifizierten Ca2+-abhängigen Schritt 
die Dissoziation des Synaptophysin/ Synaptobrevin-Komplexes aus. Die Veränderung der 
Interaktion der beiden Proteine durch den Exozytosestimulus ist auch durch BoNT/A nicht 
blockierbar, ist also unabhängig von der finalen Membranfusion. Dies ist mit der These ver-
einbar, dass der Komplex einen Reservepool zur Bereitstellung von Synaptobrevin für den 
SNARE-Komplex darstellt und in Vorbereitung auf die Exozytose von bislang unbekannten 
Faktoren moduliert wird. Allerdings weist die fehlende Interaktion von Synaptophysin und 
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Synaptobrevin in embryonalen und neuroendokrinen Zellen (Becher et al., 1999) darauf hin, 
dass Synaptophysin noch andere Aufgaben neben der Interaktion mit Synaptobrevin hat. 
Während die direkte Zugabe von Ca2+ in Versuchen mit synaptosomalen Extrakten zu einer 
Abnahme der Komplexmenge führte (Daly und Ziff, 2002; Prekeris und Terrian, 1997), hatte 
es in unseren Experimenten mit Extrakt aus synaptischen Vesikeln keinen Effekt. Dies lässt 
vermuten, dass das in den Synaptosomen enthaltene Zytosol einen zusätzlichen Faktor ent-
hält, der die calciumabhängige Dissoziation vermittelt. 
Eine von der Exozytose unabhängige Dissoziation des Komplexes nach α-Latrotoxin Stimu-
lation konnte auch mittels Fluorescence Resonance Energy Transfer Analyse gezeigt werden 
(Pennuto et al., 2002). Dagegen fand sich bei Untersuchungen mit membranpenetrierendem 
Crosslinkingverfahren an Synaptosomen ein Anstieg des Synaptophysin/Synaptobrevin-
Komplex nach Stimulation (Khvotchev und Sudhof, 2004). Diese Arbeitsgruppe wies weiter-
hin nach, dass die Komplexbildung von der Intaktheit der Membran abhängt und damit die 
Extraktion mit von uns genutzten Detergenzien die Bindungseigenschaften der Proteine ver-
ändern könnte. Andererseits fand in diesen Versuchen das Crosslinking während der Stimu-
lation statt. Im theoretischen Falle eines hohen turn over des Komplexes mit kombinierter 
Assoziation und Dissoziation, würde durch das Crosslinking die Trennung verhindert und 
eine Nettodissoziation wäre damit maskiert. In diesem Sinne könnte man vermuten, dass 
Synaptophysin vor der Exozytose von Synaptobrevin abdissoziert und während oder nach 
der Endozytose wieder an das vesikuläre SNARE-Protein zu binden um die gezielte schnelle 
Wiederaufnahme und Sortierung von Synaptobrevin in die Vesikel zu ermöglichen. Dafür 
spricht auch, dass Synaptophysin in der Lage ist die Wiederaufnahme von Synaptobrevin 2 
in synaptische Vesikel zu bewirken (Pennuto et al., 2003). 
Die Beobachtung, dass es nach Langzeitstimulation zu einer Steigerung des Synaptophysin/ 
Synaptobrevin-Komplexes kommt (Hinz et al., 2001) kann auch damit erklärt werden, dass 
der Komplex als Reservepool fungiert und unter diesen Bedingungen hochreguliert wird. Da 
Synaptophysin auch eine Rolle bei der schnellen Endozytose spielt (Daly und Ziff, 2002), ist 
die Zuteilung von Synaptobrevin zu synaptischen Vesikeln durch diese Interaktion denkbar. 
Der Entzug von Cholesterol führt zur Inhibition der regulierten Exozytose (Kato et al., 2003). 
Wir konnten zeigen, dass Cholesterol in synaptischen Vesikeln und Zellkulturen auch einen 
Einfluss auf die Interaktion von Synaptophysin und Synaptobrevin hat. Die Verringerung des 
Cholesterolgehaltes der Membranen vermindert die Komplexbildung, bei Substitution mit 
Cholesterol ist sie erhöht. Da der Cholesterolgehalt der Membranen während der neuronalen 
Entwicklung steigt, korreliert die Komplexmenge dementsprechend mit der synaptischen Rei-
fung.  
Synaptophysin ist ein Cholesterol-bindendes Protein (Thiele et al., 2000) und ist im Gegen-
satz zu anderen synaptischen Proteinen nach Cholesteroldepletion schlechter löslich. Es 
könnte daher an der Bildung von Membranclustern beteiligt sein, die Anordnung und Interak-
tion von vesikulären Proteinen fördern. 
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Die Abhängigkeit der Komplexbildung vom Cholesterolgehalt der Membran gibt außerdem 
Anhalt für eine Interaktion der beiden Vesikelproteine im Bereich der Transmembranregion. 
Alternativ wäre auch eine notwendige Annäherung über Membrancluster denkbar. Um die für 
die Interaktion benötigte Domäne zu spezifizieren, führten wir verschiedene Bindungsstudien 
mit rekombinantem kompletten als auch mit gespaltenem Synaptobrevin durch. Über zwei 
verschiedene Ansätze konnten wir zeigen, dass hauptsächlich der C-Terminus des Synap-
tobrevin für die Bindung zwischen den beiden Vesikelproteinen sorgt. 
Der Nachweis, dass der Komplex unter hoher Salzkonzentration und reduzierende Bedin-
gungen dissoziiert, spricht für eine Interaktion der Proteine in der zytosolischen Domäne. In 
Kombination mit den Bindungsstudien lasst dies vermuten, dass es sich um den Bereich na-
he der Transmembranregion handelt. 
Nicht im Einklang mit unseren Ergebnissen scheint die Tatsache, dass Synaptobrevin, wel-
ches über den N-Terminus am SNARE-Komplex partizipiert, nicht in der Lage ist Synap-
tophysin zu binden. Weiterhin bewirkt die Einführung von N-terminalen Synaptobrevinfrag-
menten (AS 1-32) die Aufhebung der Bindung an Synaptophysin (Washbourne et al., 1995) 
und in Immunfluoreszenzversuchen erwies sich der zytoplasmatische Teil von Synaptobrevin 
2 als essentiell für die Synaptophysin-abhängige Sortierung zu synaptischen Vesikeln 
(Pennuto et al., 2003). Jedoch verwenden diese Versuche kompetetive Bedingungen und 
konnten keine direkte Bindung nachweisen. 
Die Untersuchung der Wirkungsweise von Botulinumtoxin verhilft zu neuen Techniken, um 
Proteine gezielt in Zellen zu transportieren. Unsere Darstellung der veränderten Toxizität in 
Abhängigkeit vom nicking oder angehängten Proteinen ist hilfreich für weitere Versuche, in 
denen eine effektive Wirkung der Toxine angestrebt wird bzw. ermöglicht eine effektive 
Translokation ohne toxische Nebeneffekte. 
Der Nachweis, dass die Kopplung von Proteinen an proteolytisch inaktive clostridiale Toxine 
ein geeignetes Mittel für den Transport in das Zytosol neuronaler Zellen darstellt, ist aus 
mehreren Gründen von Vorteil. Einerseits kann man dieses Modul als spezifischen Transpor-
ter für noch zu entwickelnde Pharmaka verwenden, andererseits erhält man damit ein nützli-
ches Werkzeug für die Untersuchung der Prozesse an der Synapse. Mit Hilfe dieses Trans-
porters wäre es z.B. möglich den Faktor, der die Bindung zwischen Synaptophysin und 
Synaptobrevin in adulten Neuronen vermittelt, sollte er sich denn als Protein herausstellen, 
ins Zytosol anderer Zellen zu translozieren und diese daraufhin auf veränderte Eigenschaften 
zu untersuchen. 
In eigenen wie auch in den zitierten Studien zeigte sich eine veränderte Interaktion zwischen 
Synaptophysin und Synaptobrevin in Abhängigkeit von Stimulation, neuronaler Reifung, Be-
standteilen der Zellmembran oder des Zytosols und anderen Faktoren. Damit zeugen die 
Arbeiten vom modulierenden Charakter von Synaptophysin. Was diese Modulation bewirkt 
ist weiterhin ungewiss. Beeinflusst der Synaptophysin/Synaptobrevin-Komplex die Ausbil-
dung des SNARE-Komplexes positiv oder negativ? Fungiert er als Reservepool für die effek-
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tive Bereitstellung von Synaptobrevin oder verhindert er, dass Synaptobrevin nach ATP-
verbrauchender Auflösung des SNARE-Komplexes wieder in diesen eintritt? 
In den vorliegenden Arbeiten finden sich überwiegend Hinweise auf den positiv modulatori-
schen Effekt von Synaptophysin. Die Dissoziation des Komplexes vor der Exozytose ermög-
licht Synaptobrevin leichter in den für die Exozytose essentiellen SNARE-Komplex einzutre-
ten. Auch das Ergebnis, dass die Interaktion von Synaptophysin mit dem C-terminalen Part 
erfolgt, stützt die Theorie der Bereitstellung von Synaptobrevin für den SNARE-Komplex. Die 
Bindungsdomäne am N-terminalen Ende des Proteins, das für die Interaktion mit dem 
Membrankomplex verantwortlich ist, wäre damit frei verfügbar. 
Mit Hilfe unserer Arbeiten konnte der Komplex der Vesikelproteine Synaptophysin und Sy-
naptobrevin genauer charakterisiert werden, der genaue Nachweis seiner funktionellen Be-
deutung steht noch aus.  
 
 
Anmerkung: In der Zusammenfassung wurden die Ergebnisse aus den Veröffentlichungen, die nicht direkt aus meinen Versu-
chen hervorgingen verkürzt erläutert. Eigene Ergebnisse wurden detailliert dargestellt. 
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“The synaptophysin/synaptobrevin interaction critically depends 
on the cholesterol content.” 
Mitter D, Reisinger C, Hinz B, Hollmann S, Yelamanchili SV, 
Treiber-Held S, Ohm TG, Herrmann A, Ahnert-Hilger G. 
Journal of Neurochemistry, 
January 2003, Volume 84, Issue 1, Page 35-42 
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“The synaptophysin/synaptobrevin complex dissociates inde-
pendently of neuroexocytosis.” 
Reisinger C, Yelamanchili SV, Hinz B, Mitter D, Becher A, 
Bigalke H, Ahnert-Hilger G. 
Journal of Neurochemistry, 
July 2004, Volume 90, Issue 1, Page 1-8 
 
Reprinted with permission from Blackwell Publishing 
Seite 28 von 56
  
 
Seite 29 von 56
  
 
Seite 30 von 56
  
 
Seite 31 von 56
  
 
Seite 32 von 56
  
 
Seite 33 von 56
  
 
Seite 34 von 56
  
 
Seite 35 von 56
  
 








“Botulinum neurotoxin type D enables cytosolic delivery of en-
zymatically active cargo proteins to neurones via unfolded 
translocation intermediates.” 
Bade S, Rummel A, Reisinger C, Karnath T, Ahnert-Hilger G, 
Bigalke H, Binz T. 
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“The C-terminal transmembrane region of synaptobrevin binds 
synaptophysin from adult vesicles.” 
Yelamanchili SV, Reisinger C, Becher A, Sikorra S, Bigalke 
H, Binz T, Ahnert-Hilger G. 
European Journal of Cell Biology, 
April 2005, Volume 84, Issue 4, Page 467-75. 
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Erklärung über den Anteil an den Publikationen 
The synaptophysin/synaptobrevin complex dissociates independently of neuroexocy-
tosis. - Reisinger C, Yelamanchili SV, Hinz B, Mitter D, Becher A, Bigalke H, Ahnert-
Hilger G. 
Zwei Drittel dieser Publikation entstammen eigener Arbeiten, diese sind im Folgenden aufge-
führt: 
Der Nachweis der konzentrationsabhängigen Wirkung von Botulinumtoxin A wurde in hippo-
campalen Neuronkulturen bei Applikation von 0,1pM bis 100pM Toxin erbracht. Die Auswer-
tung erfolgte nach Sedimentierung der Neurone und Auftrennung der Proteine über SDS-
Page und Westernblot sowie durch Immundetektion mit Antikörper gegen SNAP25 und ge-
gen die durch Spaltung freigelegte Sequenz am Ende von SNAP25 (Antikörper p1-16). Die 
proteolytische Abspaltung von 9 Aminosäuren ist erkennbar am Shift (erhöhte Wanderungs-
geschwindigkeit des gekürzten SNAP25) und über den Antikörper p1-16. Die Versuche führ-
ten zu den Abbildungen 2a und zeigen, dass die Nachweisgrenze der Wirksamkeit von 
BoNT/A nach 8 Tagen Inkubation bei 2pM liegt. 
Des Weiteren wurde in Synaptosomen die Wirkung von BoNT/A in Konzentrationen von 
20nM bis 100nM getestet. Dies wurde einerseits nativ und andererseits analog zu dem in 
Abbildung 1b gezeigten Versuch mit durch Dithiotreitol (DTT) präaktiviertem Toxin in mit 
SLO-permeabilisierten Synaptosomen durchgeführt. (Ergebnisse nicht gezeigt). Hier zeigte 
sich, dass die minimale Konzentration für die proteolytische Spaltung von SNAP 25 durch  
BoNT/A in Synaptosomen nach 2h in beiden Ansätzen 100nM beträgt. 
Der neu eingeführte Antikörper p1-16 wurde in mehreren Versuchen evaluiert und zeigte sich 
zu 100% spezifisch (kein Signal bei intaktem SNAP25). 
Die Immunpräzipitation über den Antikörper gegen Synaptobrevin von mit BoNT/A inkubier-
ten hippocampalen Neuronen führte zur Abbildung 2b. Hierbei fand sich keine quantitative 
Änderung im Synaptophysin/Synaptobrevin-Komplex. Zusätzlich wird die unveränderte Bin-
dung von dem um 9 Aminosäuren gekürzten SNAP25 an Synaptobrevin dargestellt. 
Die Behandlung von hippocampalen Neuronen mit BoNT/A in Gegenwart und Abwesenheit 
von LTX und die anschließende Auswertung über Immunpräzipitation führte zu den Abbil-
dungen 3c. Bei gleichem Versuchsaufbau und nach Stimulation mit einer Ca2+-Ionophore 
entstand Abbildung 4. Diese Versuche zeigen, dass kurzzeitige Stimulationen zu einer Ab-
nahme des Synaptophysin/Synaptobrevin-Komplexes führen, welche nicht durch BoNT/A 
Behandlung antagonisiert werden kann und somit unabhängig von der Membranfusion ist. 
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The synaptophysin/synaptobrevin interaction critically depends on the cholesterol 
content. - Mitter D, Reisinger C, Hinz B, Hollmann S, Yelamanchili SV, Treiber-Held S, 
Ohm TG, Herrmann A, Ahnert-Hilger G. 
Diese Arbeit beruht zu etwa einem Viertel auf eigenen Resultaten: 
Das Ergebnis nach Zugabe von in Ethanol gelöstem Cholesterol zu hippocampalen Neuro-
nen in der Wachstumsphase und die anschließende Darstellung des Synaptophy-
sin/Synaptobrevin-Komplexes über Immunpräzipitation ist in Abbildung 5b und c gezeigt. Hier 
zeigt sich eine signifikante Zunahme in der Interaktion der beiden Proteine im Vergleich zu 
Kontrolle. 
In nicht gezeigten Studien wurde die Bindung von Synaptobrevin zu Synaptoporin nach Cho-
lesterolzugabe geprüft. Es wurden außerdem eigene Versuche zur Depletion von Cholesterol 
mit β-MCD in hippocampalen Neuronen durchgeführt, die zur selben Schlussfolgerung wie 
die in den Abbildungen 2 gezeigten Versuche führten. Damit konnte nach Entzug von Cho-
lesterol eine Abnahme der Komplexbildung nachgewiesen werden wohingegen die Zugabe 
eine Erhöhung der Komplexbildung bewirkte. 
The C-terminal transmembrane region of synaptobrevin binds synaptophysin from 
adult vesicles. - Yelamanchili SV, Reisinger C, Becher A, Sikorra S, Bigalke H, Binz T, 
Ahnert-Hilger G. 
Ca. ein Drittel dieser Veröffentlichung konnte in eigenen Versuchen dargestellt werden, diese 
sind im Einzelnen: 
In eigenen Vorarbeiten wurde auf der Basis eines bereits vorhandenen Synaptobrevin-Klons 
mit N-terminalem HisTag über Einklonierung der vorhandenen DNA in einen neuen Vektor, 
ein Synaptobrevin mit C-terminalem HisTag hergestellt, der in den gezeigten Versuchen je-
doch keine Verwendung fand. 
Sowohl N- als auch C-terminal getagtes Synaptobrevin wurden an Nickelbeads gebunden, 
wahlweise über TeNt gespalten und mit Extrakt aus Vesikelmembranen inkubiert. Die Aus-
wertung der Eluate ist in Abbildung 3a zu sehen. Weitere Versuche zeigten mit Abbildung 4b 
übereinstimmende Ergebnisse in Bezug auf Syntaxin und SNAP25. Insgesamt konnte ge-
zeigt werden, dass komplettes Synaptobrevin mit HisTag wie erwartet sowohl SNAP25 und 
Syntaxin als auch Synaptophysin bindet und dass einerseits die N-terminale Hälfte nur noch 
SNAP25 und Syntaxin bindet, während andererseits die C-terminale Hälfte nur Synaptophy-
sin bindet. 
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Botulinum neurotoxin type D enables cytosolic delivery of enzymatically active cargo 
proteins to neurones via unfolded translocation intermediates. - Bade S, Rummel A, 
Reisinger C, Karnath T, Ahnert-Hilger G, Bigalke H, Binz T. 
Einen Anteil von etwa einem Fünftel konnte ich zu dieser Publikation beitragen: 
Der Vergleich von verschiedenen BoNT/D-Konstrukten in hippocampalen Neuronen ist in 
Abhängigkeit von der Wirkdauer in Abbildung 4 dargestellt. Zusätzlich wurde in nicht gezeig-
ten Versuchen die Konzentrationsabhängigkeit beschrieben. Hier zeigte sich, dass mit einem 
Cargoprotein gekoppeltes Toxin zwar schwächer aber durchaus wirksam ist. 
In ähnlichen Ansätzen war die BoNT-Wirkung über eine Hemmung der vesikulären H+-
ATPase durch Bafilomycin antagonisierbar, was in Abbildung 6 zu sehen ist. Diese Experi-
mente zeigen, dass die Verlagerung der katalytischen Domäne ins Zytosol durch saure 
Kompartimente, sowohl bei dem nativem als auch dem Fusionsprotein geschieht. 
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